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[. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of '{Replacement sheets which have been famished to the receiving Office in response 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amehU 



| | the international application as originally filed. 

the description, pages 1-3,5-20 

pages 

pages 

pages 



4,4a 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



20 October 1999 (20.10.1999) 



^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-18 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



20 October 1999 (20.10.1999) 



| | the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig _ 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3 [ I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 

See supplemental sheet. 
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I. Basis of the report 
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1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been Jurnishedto the receiving Office in response to an invitation " 
under Article 14 are referred to in this report as ' 'originally filed" and are not annexed to tfie report since they do not contain amendments.) : 

Pages which were submitted on 28.12.1998: Pursuant to PCT 
Rule 13ter.l(f), sequence listings submitted after the 
filing date and not characterised as amendments shall not 
be considered part of the description and are not 
appended to this report as an annex either. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step 
citations and explanations supporting such statement 


or industrial applicability; 




1 . Statement 








Novelty (N) Claims 


1-18 


YES 




lull lid 




NO 




inventive step Claims 


1-18 


YES 




Claims 




NO 




Industrial applicability (IA) Claims 


1-18 


YES 




Claims 




NO 





2. Citations and explanations 



All of the present claims refer to specific nucleic acid 
sequences which permit the detection of bacteria of the 
genus Pseudomonas. The claimed nucleic acid sequences are 
neither disclosed in the prior art, nor are they obvious 
therefrom. Furthermore, the selected sequences are able to 
detect a surprisingly large selection of different strains 
of the species Pseudomonas aeruginosa without producing 
false positive results with bacteria of other species or 
genera (see Table 1) . 



Claims 1-18 thus meet the requirements of the PCT with 
respect to novelty and inventive step (PCT Art. 33(2) and 
(3) ) . 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

The description is not in conformity with the claims, in 
contravention of PCT Rule 5.1(a) (iii). 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



The functional feature "wherein the nucleic acid molecule 
permits the detection of bacteria of the genus 
Pseuclomonas" should have been included in Claim 5 in such 
a way that it clearly refers to all of the variants (i)- 
(iv) (PCT Art. 6) . 
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PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

9572-BI0TEC0N 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des international en 

Recherchenberichts (Formbfatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/05738 


Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

09/09/1998 


(Fruhestes) Priorit&tsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

09/09/1997 


Anmelder 

BI0TEC0N GESELLSCHAFT FUR BI0TECHN0L0GISCH. .et al 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde ersteilt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt Eine Kopie wird dem Internationalen Bdro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

[T] Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



□ 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Amirtosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der BehGrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daft das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erktarung, dafc die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt 

| | Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I), 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung {siehe Fetd II). 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

fZT] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38 -2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt Der 
| | Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentfichen: Abb, Nr, — 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen Q] keine der Abb. 

|~~] weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| [ weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet 
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Dieser Internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt _3 Blatter 

H Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Gruncllage cies Berichts ~ ~ ™ — ~ 

I I ,n der 'nternationafen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
[XJ- bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
(XJ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

D ^n^K 80 ^ com P uter,esbarer Form erfaGten Informationen dem schriftfichen Sequenzprotokoll entsprechen, 

2. Q Bestimmte AnsprOche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

{T\ wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde de <" Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt: 



6. 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

|Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 

n AnJ^ S^^n^iE L^S F °? a ^ ebenen F«8ung von der Beh6rde festgesetzt. Der 

U ™ ch *" ^ *r Absendung dieses internationalen 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr - 

□ wie vom Anmelder vorgeschlagen r-j kejne d@r Abb 
I I weN der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

□ weif diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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IPK 6 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wanrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. 



verwendete Suchbegriffe) 



C, ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



WO 96 00298 A (INNOGENETICS NV ; JANNES 
GEERT (BE); ROSSAU RUDI (BE); HEUVERSWYN 
H) 4. Januar 1996 

siehe Seite 40, Zeile 3 - Seite 41, Zeile 
3; Anspriiche 28-30 

ZHU Q ET AL: "Detection of Salmonella 
typhi by polymerase chain reaction" 
JOURNAL OF APPLIED BACTERIOLOGY, 
Bd, 80, 1966, Seiten 244-51, XP002096352 
siehe das ganze Dokument 

-/— 



Betr. Anspruch Nr. 



1-4,9-22 



1-4,9-22 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



' Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Ver6ffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik definiert 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schemen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefUhrt) v 
"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 
«™, ^ m *L B6 I}y tzm Q> eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
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T Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prlnzips oder der ihr zugrundelieqenden 
Theone angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erflnderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 1 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verfiffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
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(54) Title: AMINO ACID SEQUENCES AND METHOD FOR ISOLATING B ACTERIES FROM THE TYPE GENUS PSEUDOMONAS 

(54) Bezeichnung: NUCLEINSAURE-SEQUENZEN UND VERFAHREN ZUM NACHWEIS VON BAKTERIEN DER GATTONG 
PSEUDOMONAS 

(57) Abstract 

The invention relates to one or more nucleic acid molecule and a method for isolating bacteries from the type genus pseudomonas, 
especially pseudomonas aeruginosa. It also relates to a test kit for implementing said method. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nucleinsauremolekul bzw. -molekule sowie ein Verfahren zum Nachweis von Bakterien 
der Gattung Pseudomonas, insbesondere Pseudomonas aeruginosa, Ferner 1st Gegenstand der Erfindung ein Testkit bzw. Testkits zur 
■)urchfuhrung der genannten Nachweisverfahren. 
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hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen voriaufigen Prufungsbericht, 
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2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
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4. ERINNERUNG 
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Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 
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□ 


III 


□ 


IV 
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VI 


□ 
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Datum der Einreichung des Antrags 
09/03/1 999 


Datum der Fertigsteliung dieses Berichts 

1 0, It S9 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde; 

,^r" Europaisches Patentamt 
(jml D-80298 Miinchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^-^S^T^ 

von Ballmoos, P (| Ml 1) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8174 ^^J^ 



Formblatt PCT/I PEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBER1CHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/05738 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldsamt auf eine Aufforderung nach 
Artikef 14 h/n vorgelegt warden, ge/ten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich oingereicht" undsind ihm 
nicht betgefugt, wet! sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-3,5-20/ ursprungliche Fassung 

4 ' 4a ^ eingegangeh am 20/10/1999 mit Schreiben vom 20/10/1999 
Patentanspruche, Nr.: 

1-18 ^ eingegangen am 20/10/1999 mit Schreiben vom 20/10/1999 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstelit worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regei 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerbhchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


1 


-18 




Nein: 


Anspruche 






Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


1 


■18 




Nein: 


Anspruche 






Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1 


-18 




Nein: 


Anspruche 
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INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/05738 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestelit, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 
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INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/05738 



Teil I 



Seiten, die am 28.12.1998 eingereicht wurden: Gemass Regel 13ter.1(f) PCT werden 
Sequenzprotokolle, die nach dem Anmeldetag eingereicht und nicht als Anderungen 
gekennzeichnet wurden, nicht als Teil der Bescheibung betrachtet und sind diesem 
Bescheid auch nicht als Annex beigefugt. 



Alle vorliegenden Anspriiche beziehen sich auf spezif ische Nucleinsauresequenzen, 
welche den Nachweis von Bakterien der Gattung Pseudomonas gestatten. Die 
beanspruchten Nucleinsauresequenzen sind im Stand der Technik weder offenbart 
noch nahegelegt worden. Ausserdem haben die gewahlten Sequenzen den Effekt, 
dass sie eine unerwartet grosse Auswahl verschiedener Stamme der Spezies 
Pseudomonas aeruginosa nachweisen konnen, ohne falsch positive Resultate mit 
Bakterien anderer Spezies oder Genera zu ergeben (siehe dazu Tabelle 1). 

Die Anspriiche 1-18 erfullen somit die Erfordernisse des PCT in bezug auf Neuheit und 
erfinderische Tatigkeit (Art. 33(2) und (3) PCT). 



Die Beschreibung steht nicht, wie in Regel 5.1 a) iii) PCT vorgeschrieben, in Einklang 
mit den Anspruchen. 



Das funktionelle Merkmal "wobei das Nucleinsauremolekul den Nachweis von 
Bakterien der Gattung Pseudomonas gestattet" hatte in Anspruch 5 so eingefugt 
werden sollen, dass klar ersichtlich ist, dass es sich auf alle Varianten (i)-(iiii) bezieht 
(Art. 6 PCT). 



Teil V 



Tell VII 



Teil VIII 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1 ) (EPA- April 1997) 



Das beschriebene Multiplex-PCR-System bietet zudem wegen der 
hohen Konservierung der oprl und oprL-Gene wohl kaum die 
Moglichkeit, durch z.B. Einsatz verschiedener Sonden im 
Anschluft an die PCR- Re a kt ion, auch andere klinisch relevante 
Spezies der Gattung Pseudomonas nachzuweisen, wie z.B. 
Pseudomonas fluoresceins , Pseudomonas mendocina , Pseudomonas 
putida oder Pseudomonas stutzeri. 

Ziel der hier dargestellten Erfindung war die Etablierung von 
Nucleinsauresequenzen, deren Einsatz als Primer und/oder 
Sonden eine moglichst vollstandige Erfassung aller Vertreter 
der Spezies Pseudomonas aeruginosa sicherstellt . Ein weiteres 
Ziel der Erfindung war das Auffinden eines Genom-Bereiches, 
der innerhalb verschiedener Spezies der Gattung Pseudomonas 
ausreichend hohe Sequenz-Variabilit at aufweist, urn optional 
auch den Nachweis anderer Spezies der Gattung Pseudomonas zu 
ermoglichen, z.B, durch Einsatz verschiedener Varianten von 
Primern und/oder Sonden in der PCR bzw. ira AnschluB an die 
PCR. 

Je nach Grofte der zu detekt ierenden Gruppe von Mikroorganismen 
und evolutionare Verwandtschaf t ( Ahnlichkeit ) von 
abzugrenzenden (nicht zu erfassenden) Mikroorganismen 
erfordert ein auf dif f erentiellen DNA-Sequenzen basierender 
Nachweis sehr umfangreiche Vorarbeiten, urn jeweils geeignete 
DNA-Sequenzen mit der gewunschten Spezifitat zu finden. Die 
hier dargelegte Erfindung betrifft solche DNA-Sequenzen, mit 
denen der Schnellnachweis von Bakterien der Gattung 
Pseudomonas r insbesondere von Pseudomonas aeruginosa moglich 
ist * 




■ ^ugrundo-Ucgcnd e^^'gQ b e-> 4 ^ei^ 



- 4a - 



Ferner sind Nucleinsauremolekiile bekannt, welche als Sonden oder 
Primer far den Nachweis von Mikroorganismen eingesetzt werden 
konnen, speziell fiir die Detektion von Pseudomonas aeruginosa 
(WO 96/00298 und Acta Microbiologica Polonica, 44 (1995) m- 
117), wobei die Nucleinsauremolekiile aus der 16S-23S- 
intergenischen Region gewonnen werden. Pseudomonas aeruginosa 
kann dabei von anderen Pseudomonas speciis als auch von 
Bakterien anderer Genera unterschieden werden. 

Auch ist es bekannt, dafi die 23S-5S-intergenische Region fur 
Bakterien, bei denen es sich nicht urn Pseudomonas-speciis 
handelt, erfolgreich zur Isolierung von speciis- und genera- 
spezifischen Nucleinsauremolekulen verwendet werden kann (J. 
Applied Bakteriology, 80 (1996) 244-251 und EP 0 739 988). 



Beschreibung der Erfindung 



Gemaft einer Aus fuhrungs form wird die der Erfindung 
zugrundeliegene Aufgabe durch ein Nucleinsauremolekul gelost, 



Patentansprtiche 1 bis 18 (Artikel 34 Kap. II PCT) 

1 . Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 1 oder der hierzu 
komplementaren Sequenz. 

2. Nucleinsauremolekul mit gegenliber einem Nucleinsauremolekul 
gemaB Anspruch 1 verklirzter Sequenz, und zwar der Sequenz des 
Bereiches oder im Bereich der Nukleotidpositionen 12 bis 131. 

3 * Nucleinsauremolekul mit gegenliber einem Nucleinsauremolekul 
gemaB Anspruch 1 verklirzter Sequenz, namlich 

(i) der SEQ ID NO 3 oder 

(ii) der SEQ ID NO 4 oder 

(iii) der SEQ ID NO 5 oder 

(iv) der zu (i), (ii) und (iii) jeweils komplementaren 
Sequenz. 

4. Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 2 oder der hierzu 
komplementaren Sequenz . 

5. Nucleinsauremolekul, dadurch gekennzeichnet , daB es 
hinsichtlich seiner Sequenz bei mindestens 10 

auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner Nukleotidkette 

(i) mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der 
vorhergehenden Anspruche identisch ist oder 

(ii) in 9 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden mit einem 
Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorhergehenden 
Anspruche ubereinstimmt oder 

(iii) in 8 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden mit einem 
Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorhergehenden 
Anspruche ubereinstimmt oder 



(iv) zu mindestens 90 % mit einem Nucleinsauremoleklil gema/3 

einem der vorhergehenden Ansprliche homolog ist, wobei das 
Nucleinsauremoleklil den Nachweis von Bakterien der 
Gattung Pseudomonas gestattet. 

6. Nucleinsauremoleklil nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet r 
da/3 es 10 bis 250 und vorzugsweise 15 bis 30 Nukleotide lang 
ist • 

7. Nucleinsauremoleklil nach einem der vorhergehenden Ansprliche , 
dadurch gekennzeichnet, da/3 es einzelstrangig oder 
doppelstrangig vorliegt . 

8. Nucleinsauremoleklil nach einem der vorhergehenden Ansprliche, 
dadurch gekennzeichnet , da/3 es 

(i) als DNA oder 

(ii) als (i) entsprechende RNA oder 

(iii) als PNA vorliegt, 

wobei das Nucleinsauremoleklil gegebenenf alls in einer fur 
analytische Nachweisver f ahren , insbesondere auf Basis von 
Hybridisierung und/oder Amplif izierung, an sich bekannten Weise 
modifiziert ist ♦ 

9. Nucleinsauremoleklil nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 das Nucleinsauremoleklil dadurch modifiziert ist, da/3 bis zu 
20 % der Nukleotide von mindestens 10 auf einanderf olgenden 
Nukleotiden seiner Nukleotidkette , insbesondere 1 oder 2 
Nukleotide, durch fur Sonden und/oder Primer an sich bekannte 
analoge Bausteine ersetzt sind, insbesondere durch Nukleotide, 
die bei Bakterien nicht natlirlich vorkommen . 

10. Nucleinsauremoleklil nach Anspruch 8 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet , da/3 das Nucleinsauremoleklil dadurch oder 
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zusatzlich dadurch modifiziert bzw. markiert ist, daB es in 
einer fur analytische Nachweisverf ahren an sich bekannten Weise 
eine oder mehrere radioaktive Gruppen, farbige Gruppen, 
f luoreszierende Gruppen, Gruppen zur Immobilisierung an fester 
Phase und/oder Gruppen fur eine indirekte oder direkte Reaktion, 
insbesondere eine enzymatische Reaktion, insbesondere mit Hilfe 
von Antikorpern, Antigenen, Enzymen und/oder Substanzen mit 
Affinitat zu Enzymen oder Enzymkoraplexen , und/oder anderweitig 
modif izierende oder modifizierte Gruppen nucleinsaureahnlichen 
Aufbaus aufweist. 

11. Ein oder mehrere Nucleinsauremolekiile gemaB einem der 
vorhergehenden Anspruche in Gegenwart fakultativer Hilfsstoffe 
und in Form eines Kits fur analytische Nachweisverf ahren , 
insbesondere zum Nachweis von Bakterien der Gattung Pseudomonas . 

12. Verwendung ein oder mehrerer Nucleinsauremolekiile gemaJ3 
einem der Anspruche 1 bis 10 oder in Form eines Kits gema/3 
Anspruch 11 zum Nachweis der An- oder Abwesenheit von Bakterien, 
welche einer Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas 
angehoren. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , daB die 
Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas verschiedene Stamme 
von Pseudomonas aeruginosa umfaBt oder durch diese Stamme 
gebildet wird. 

14. verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB es 
sich bei der Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas 
ausschlieBlich urn Pseudomonas aeruginosa-Stamme handelt. 
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15. Verwendung nach einem der Anspruche 12 bis 14, dadurch 
gekennzeiahnet, daB man sine Nucleinsaurehybridisierung und/oder 
eine Nucleinsaureamplif ikation durchfiihrt. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB man 
eine Polymerase-Kettenreaktion als Nucleinsaureamplif ikation 
durchfiihrt . 

17. Verwendung nach einem der Anspruche 12 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB man den Nachweis dadurch durchfiihrt, da/3 man 
die nachzuweisenden Bakterien von nicht-nachzuweisenden 
Bakterien anhand von Unterschieden der genomischen DNA und/oder 
RNA an mindestens einer Nukleotidposition im Bereich eines 
Nucleinsauremoleklils gemaB einem der Anspruche 1 bis 10 
unterscheidet. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzvichnet, daB man 
anhand von Unterschieden im Bereich eines Nucleinsauremoleklils 
gemaJ3 Anspruch 1 unterscheidet. 
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Nucleinsaure-Sequenzen und Verfahren zum Nachweis von 
Bakterien der Gattung Pseudomonas 



Die Erfindung betrifft Nucieinsauremoiekuie fur Pseudomonas 
Nachweis, einen Kit sowie deren Verwendungen . 

Allgemeiner Hintergrund der Erfindung 

Das gram-negative Bakterium Pseudomonas aeruginosa isz em 
weit-verbreitetes, fur den Menschen pathogenes Bakterium, das 
vor allem fur Meugeborene und abwehrgeschwacht e Menschen em 
hohes gesundheitiiches Risiko darstellt. Neben seiner hohen 
klinischen Relevanz, der haufig vorhandenen 
Antibictikaresistenzen und der Biidung von Toxinen, 
insbesondere des hochgiftigen Exotoxins A (woods, C.E, and 
Iglewski, B.H., Rev. Infect. Dis . 5, 714-722 (1983), ist 
Pseudomonas aeruginosa einer der bedeui^ndsten, bakterielien 
Verursacher von Lebensmitteivergif tungen . Fur den Nachweis von 
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Pseudomonas aeruginosa werden mittels Konvent lonelier 
Verfahren mindestens 4 Tage benocigt. Die Entvicklung 
schneller Kachweis verf ahren von Pseudomonas aerupinosa in 
Lebensmitteln und kiinischen Proben 1st: aaher dringend 
erf orderiich . 

Fur den rout inemafii gen Einsatz zur Erf ass una einzeiner 
Mikrocrganismen sind in den ietzten Janren eine Reihe neuer 
Methoden entwickelt worden. Hierzu zahlen inmunologische 
Verfahren, die auf dem Einsatz polyva lent er oder monoklonaler 
Antikorper beruhen und Verf ahren, bei denen Nucleinsaure- 
Sonden zum Nachweis mittels Hybridisierung an keimspezif ische 
Nucleinsauren eingesetzt warden. Ais v/eitere Methoden werden 
diejenigen Verfahren beschrieben, die auf einer spezifischen 
Nucleinsaure-Amplif ikation basieren, ir.it: oder ohne 
anschlieftende Bes ta t igungsrea kt ion durch Nucleinsaure- 
Hybridisierung. Eingesetzte Verfahren zur Ampl i f ikat ion von 
Nucleinsauren sind z.B. die Polymerase-Ket tenrea kt ion 
(polymerase chain reaction, PGR) [US Fatente 4,683,195; 
4,683, 202; und 4, 965,188], die Ligase-Ket tenreaktion [WO 
Verof f entiichung 89/09835], die "self-sustained sequence 
replication^ [EP 329,822], das "transcription based 
amplification system" [EP 310,229] und das Qp> RNA-Repli kase- 
System [US Patent 4,957,858]. 

Die genannten Verfahren auf Nude insaure-Bas i s sind so 
sens it iv, daft, anders als bei konvent ionei ien 

mikrobioiogischen Verfahren, eine langwierige Anreicherung des 
nachzuweisenden Mikroorganismus aus der zu unt er suchenden 
Probe entfallt oder stark verkurzt werden kann . Eine 
Untersuchung auf An- oder Abwesenheit des jeweiligen 
Mikroorganismus ist daher bei Anwendur.g der genannten 
Verfahren auf Nucleinsaure-Basis in der Regel innerhalb eines 
Tages abg?schlossen. Insbesondere wenn fur den Nachweis 
mittels konvent ionel ler Verfahren mehrere Tage bis Wochen 
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benorigt werden, wird hierdurch eine erhebliche Zei r. ver kur zuna 
erreicht . 

Es sind verschiedene Verfahren auf PCR-Basis zum Nachweis von 
Pseudomonas aeruginosa beschrieben. Mittels Amoli f i kat ion 
einer 369 bp langen DNA-Region aus dem Exotoxin A-Gen konnte 
selektiv die Anwesenheit von Stamen der Spezies Pseudomonas 
aeruginosa nachgewiesen werden [Khan et =1, ;1994), Appl . 
Environ. Microbiol. 60, 3739-3745], Zwar wurden mit diesem 
PCR-Systen keine Bakterien anoerer Spezies erfaflt, jedoch 
konnze nur bei 96% cer in sees an- 130 geteszezen Pseudomonas 
aarugirtcsa-stazame em Ampiifikat beobachtez werden. Dieses 
PCR-Systera ist somit nur bedingt fur die Etablierung ernes 
Schneiiverfahrens geeignet, mit den die Anwesenheit aller 
Stamme von Pseudomonas aeruginosa zuverlassig nachqewiesen 
werden kann . 

Mit Hilfe eines weiteren, kurziich vero f f end ichten , auf einer 
Multiplex-PCR basierenden Verfahrens geiang der selektive 
Nachweis ven fluoreszierenden Pseudornonaden einerseirs und 
Pseudomonas aeruginosa andererseits [De Vos et al (1997), J. 
Clin. Microbiol. 35, 1295-1299]. Jedes der insgesamt 150 
getesteten Isolate von Pseudomonas aeruginosa konnte mit 
diesem Verfahren erfafit werden. Nachteilig ist jedoch, daft das 
fur die selektive Erfassung von Pseudomonas aeruginosa 
herangezogene oprL-Gen auch in anderen Spezies der Gattung 
Pseudomonas hochkonserviert ist. So sind die Aruinosauren, die 
im Bereich der Bindungsstellen der von Voss et al. verwendeten 
Primer kodiert werden, in Pseudomonas putida und Pseudomonas 
aeruginosa identisch. Der Nachweis von Pseudomonas aeruginosa 
beruht somit lediglich auf einigen wenigen unt er schiedlichen 
Basenpaaren bedingt durch die Variation der dritten Position 
einzeiner Aminosaurecodons . Dies birgt er f ahrungsgemali eine 
grofte Gefahr des Auftretens von f al sch-pos i t i ven bzw. falsch 
negativen Ergebnissen. 



WO 99/12949 PCT/EP98/05738 

4 

Das beschriebene Mult iplex-PCR-Syst em oietet zudem wegen der 
hohen Konservierung der oprl unci oprL-Gene wohl kaum die 
Mogiichkeit, durch z.3. Einsanz verschiedener Sonden im 
Anschlufc an die PCR-Reaktion , auch andere klinisch relevante 
Spezies der Gattung Pseudomonas nachzuweisen, wie z.B. 
Pseudomonas fluorescans, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas 
putida oder Pseudomonas stuuzeri . 

Ziei der hier dargestellten Erfindung war are Etablierung von 
Nucleinsauresequenzen, deren Einsatz ais Primer und/oder 
Sonden eine moglichsc vollstandige Erfassuna aiier Vertreter 
der Spezies Pseudomonas aeruginosa sichersiell:. Sin weiteres 
Ziei der Erfindung war das Auffinden eines Genom-Be re iches , 
der innerhalb verschiedener Spezies der Gattung Pseudomonas 
ausreichend hohe Sequenz~Va riabi 1 itat aufweist, urn optional 
auch den Nachweis anderer Spezies der Gattung Pseudomonas zu 
ermbglichen, z.B. durch Einsatz verschiedener Varianten von 
Primern und/oder Sonden in der PCR bzw. im Anschluft an die 
PCR. 

Je nach GroBe der zu detekt ierenden Gruppe von Mi kroorganismen 
una evolutionare Verwandtschaft (Ahniichkeit ) von 
abzugrenzenden (nicht zu erfassenden) Ni kroorganismen 
erfordert ein auf dif f erent ieiien DNA-Sequenzen basierender 
Nachweis sehr umfangreiche Vorarbeiten, urn jeweils geeignete 
DNA-Sequenzen rr.it der gewunschten SpezifitSt zu finden. Die 
hier dargelegte Erfindung betrifft solche DNA-Sequenzen, mit 
denen der Schnellnachweis von Bakterien der Gattung 
Pseudomonas, insbesondere von Pseudomonas aeruginosa mdglich 
ist . 

Beschreibung der Erfindung 

Gemafi einer Aus f uhrungs f orm w: _ J die der Erfindung 
zugrundeliegende Aufgabe durch ein Nucieinsauremolekul gelost, 
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das dadurcn gewinnbar ist, daft man von mehrerer. Stammen 
ausgeht, die einerseits einer nachzuweisenden Gruppe von 
Bakterien des Genus Pseudomonas una andererseits nicht- 
nachzuweisenden Bakterien angehoren, 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Pseudomonas-Stamm 
dieser Gruppen (erster Stamm) genomische DMA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 2 3S / 5 3 - i nr. ergeni sche Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Eereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-3ereich amplif iziert 
und das Ampl i f i ka t ionsprociu kt gewinn:. ; 'erstes 

.Amplif ikat ionsprodukt ) , 

(c) mit einem zwerten, drrcten, und/— er nzen Pseudomonas- 

Stamm dieser Gruppen jeweils gemaft Stufen (a) und (b) 
genomische DNA isoliert, die 23S/5S- :r.:ergenische Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert 
und das Amplif i kationsprodukt gewinn: (zweites, drittes, 
ntes Amplif ika tionsprodukt ) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaft (b) 
und (c) gewonnenen Amplif i ka tionsprodukten bestimmt und die 
DNA-Sequenz des Ampl i f i kat ionsprodu kt es gemaft (b) mit der 
DNA-Sequenz eines oder mehrerer Ampl i fi kat lonsprodukte 
gemafi (c) vergleicht und 

(e) ais Primer oder als Sonde ein Nucie insa luremole kill in an 
sich bekannter Weise gewinnt, mit dessen Hiife sich die 
nachzuweisende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas 
von der nicht-nach-zuweisenden Gruppe von Bakterien des 
Genus Pseudomonas anhand von Unterschieden an mindestens 
einer Nukleot idposit ion im Sequen zberei ch des 
Nucleinsauremolekuls unt erscheiden laftt . 

Das erf indungsgemafte Nucleinsauremole kul kann dadurch 
gewinnbar sein, daft man von Stammen ausgeht, die einerseits 
nachzuweisenden Bakterien des Genus Pseudomonas und 
andererseits nicht nachzuweisenden Bakterien eines anderen 
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Genus (anderer Genera) als Pseudomonas ar.gehoren. 

Gemafs einer weiteren Ausf uhrungsf orni wird die der Erfindung 
zugrundeliegende Aufgabe durch ein Nucieir.sauremoiekul gelost, 
das dadurcr. gewinnbar ist, dafi man von rr.ehreren Stamen 
ausgeht, die einer nachzuwei senden una einer nicht- 
nachzuweisenden Gruppe von Bakterien des I-snus PseuaCiTio.nas 
angehoren, 

(a) m an sich bekannter Weise aus einerr. .-seudoiiionas-Stamm 
dieser Gruppen (erster Stamm) genomische DNA isoiiert, 

fb) in an sich bekannter Weise die 23S /5S- intergenische Region 
gegebenenfalls rr.it dem direkt angrenrenden 23S-5ereich 
und/oder dem direkt angrer.zenden 55-£ereich amplif iziert 
und das Ampi i f ikationsprodukt gewinr.: erstes 
Amplif ikationsprodukt ) , 

(c) mit einem zweiten, dritten, und/oder nten Pseudomonas- 

Stamm dieser Gruppen jeweils gemaft Stufen (a) und (b) 
genomische DNA isoiiert, die 23S/5S- intergenische Region 
mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich und/oder dem direkt 
angrenzenden 5S-Bereich amplif iziert und das 

Amplif ikationsprodukt gewinnt (zweites, drittes, 
ntes Amplif ikationsprodukt ) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemafr (b) 
und (c) gewonnenen Amplif ikationsprodu kten bestimmt und die 
DNA-Sequenz des Amplif i karionsprodu ktes gemafi (b) mit der 
DNA-Sequenz eines oder mehrerer Amplif ikationsprodukte 
gemaB (c) vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde em Nucleinsauremolekul in an 
sich bekannter Weise gewinnt, mit dessen Hilfe sich die 
nachzuweisende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas 
von der nicht-nach-zuweisenden Gruppe von Bakterien des 
Genus Pseudomonas anhand von Unter schieden an mindestens 
einer Nukleot idpos it ion im Sequenzbereich des 
Nucleinsauremoiekuls un te rs cheider. laftt . 
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Das erf indungsgemafte Mucleinsauremoiekul kann dadurch 
gewinnbar sein, dafl man von Stammer, ausgeht, die einer 
nachzuweisenden Gruppe von Bakterien der Species Pseudomonas 
aeruginosa und einer nicht -nachzuwei sender. Gruppe von 
Bakterien anderer Species angehdren. 

Ferner betrifft die Erfindung ein Mucleinsauremoiekul der SEQ 
ID NO 1 oder der hierzu komplementaren Seauenz. 

Ferner betrifft die Erfindung ein derar:iges 
Nucleinsauremolekul mit einer gegenuber dem vorstehenden 
Nucleinsauremolekul verkurzten Sequen::, und zwar der Sequenz 
des Bereiches oder im Bereich der Nukieot idposit ionen 12 bis 
131 . 

Ferner betrifft die Erfindung ein derartiges 
Nucleinsauremolekul mit einer gegenuber einem 
Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 1 verkurzten Sequenz, 
namlich 

(i) der SEQ ID NO 3 oder 

(ii) der SEQ ID NO 4 oder 
(lii) der SEQ ID NO 5 oder 

(iv) der zu (i), (ii) und (iii) jeweiis komplementaren 
Sequenz . 

Ferner betrifft die Erfindung ein Nucleinsauremolekul der SEQ 
ID NO 2 oder der hierzu komplementaren Sequenz. 

Ein erf indungsgemafies Nucleinsauremolekul kann dadurch 
gekennzeichnet sein, daft es hinsichtlich seiner Sequenz bei 
mindestens 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner 
Nukleotidkette 

(i) mit einem Nucleinsauremolekul gemaft einem der 
vorhergehenden Anspruche identisch ist oder 

(ii) in 9 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden mit einem 
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Nucieinsaurernolekul gemaft einem cer vorhergenenden 
Anspruche uberemst irrunt oder 

in 8 von 10 auf ei na nder f cigenden ::ukieotiden mit einem 
Nucleinsauremolekul gemaB einern car vorhergehenden 
Anspruche ubere ir.st irnrnt oder 

zu mindestens 90 % mit einerr. Nuc 1 e r nsauremoiekui cemaB 
einem der vorhergehenden Anspruche homo log :su. 

Ein derartiges erf indungsgemaftes Nucleinsauremolekui kann 
dadurch ge kennze ichnet sein, daft es 10 bis 250 und 
vcrzugsweise 15 bis 30 Nukieotide iang ;s:, 

Ein erf indungsgemaftes Nucle insauremcie ku 1 kann dadurch 
gekennzeichnet sein, da3 es emzels:ran::g sder doppei s t rangig 
voriiegt . 

Ein erf indungsgemaftes Nucleinsauremoie ku 1 kann dadurch 
gekennzeichnet sein, dafi es 

(i) als DNA oder 

(ii) als (i) entsprechende RNA oder 

(iii) als PNA voriiegt, 

wobei aas Nuci einsauremoiekul gegeoenenf a 1 1 s in einer fur 
analytische Nachweisverf ahren, insbesondere auf Basis von 
Hybridisierung und/oder Ajnplif izierung , an sich bekannten 
Weise modifiziert 1st. 

So kann ein er f indungsgemafces Nuclemsaurenolekul dadurch 
modifiziert sein, daft bis zu 20 % aer Nukieotide von 
mindestens 10 auf einander f olgenden Nukiecciden seiner 
Nukleotidkette, insbesondere 1 oder 2 Nukieotide, durch fur 
Sonden und/oder Primer an sich bekannte analoge Bausteine 
erseczt sind, insbesondere durch Nukieotide, die bei Bakterien 
nicht naturlich vor kommen , 



(iii) 



(iv) 
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Ferner kann das erf indunasgema fie Nucleinsauremoiekul dadurch 
Oder zusatzlich dadurch modi f i zier t bzw. markiem sein, daA es 
in einer fur analytische Nachweisverf ahren an sich bekannten 
Weise eine oder rr.ehrere radioaktive Gr upper., farbige Gruppen, 
f luoreszierende Gruppen, Gruppen zur Immcbi i i s lerung an fester 
Phase und/oder Gruppen fur eine indirekte oaer direkte 
Reakticn, insbesondere eine enzymatische -eaktion, 
insbesondere rr.it Hilfe von Antikorpern, Ar.tigenen, Enzymen 
und/oder Substanzen mit Affinitat zu Enzymen oder 
Enzymkomplexen, und/oder anderweitig modif i zierende oder 
modifizierze Gruppen nucle insau reahni icnen Aufbaus aufweist. 

GemaA einer weiteren Aus fuhrungs f orm wir: die der Erfindung 
zugrundeiiegende Aufgabe durch emen Kit fur analytische 
Nachweisverfahren gelost, insbesondere zun Nachweis von 
Bakterien der Gattung Pseudomonas , wobei der Kit 
gekennzerchnet ist durch ein oder mehrere er f indungsgemafte 
Nucleinsauremolekule . 

GemaG einer weiteren Ausf iihrungsf orm wird die der Erfindung 
zugrundeiiegende Aufgabe durch eine Verwendung von einem oder 
mehreren erf indungsgemaften Nucieinsauremoiekuien oder eines 
erfindungsgemaflen Kits zum Nachweis der An- oder Abwesenheit 
von Bakterien gelost, weiche einer Gruppe von Bakterien der 
Gattung Pseudomonas angehoren. 

Die erfindungsgemafie Verwendung kann dadurch ge kennzei chnet 
sein, dali die Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas 
verschiedene Stamme von Pseudomonas aeruginosa umfafit oder 
durch diese Stamme gebildet wird. 

Eine derartige erf indungsgemafte Verwendung kann dadurch 
gekennzeichnet sein, daB es sich bei der Gruppe von Bakterien 
der Gattung Pseudomonas aus schi ieB 1 ich urn Pseudomonas 
aeruginosa-Stamme handelt . 
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Ferner kann erne erf indungsgemafie Verwendung ciadurch 
gekennzeichnet sein, daft man erne Nucleinsaurehybridisierung 
und/oder eine Mucleinsaur eampii f i kat ion durchfuhrt. 

Ferner kann eine erf indungsgemafce Verwendur.c dadurch 
gekennzeichnet: seir., daft nan eine Polyme rase-Xettenreaktion 
ais Nucleinsaureampiif ikation durchf uhrt . 

Ferner kann eine er f indungsgemaBe Verwendung dadurch 
gekennzeichnet sein, daft man den Nachweis dadurch durchfuhrt, 
daft man die nach zuwei senden Bakterien von nicht- 
nachzuweisenden Bakterien anhand von Unterschieden der 
genomischen DNA und/oder RNA an mindestens einer 
Nukleotidposition im Bereich ernes erf indungsgemaften 
Nucleinsauremolekiils unters cheidet . 

Ferner kann eine erf indungsgemafte Verwendung dadurch 
gekennzeichnet sein, daft man anhand von Unterschieden im 
Bereich eines Nucleinsauremole kul s der SEQ ID NO 1 oder der 
hierzu komplement aren Sequenz unterscheidet . 

Zur Detektion von spezifischen Mikroorganismen mittels 
Nucieinsaure-Hybridisierung oder -Amplification werden 
erf indungsgemaft also keimspezi f ische 01 igonu kleotide 
eingesetzt. Keimspezifische Oligonukleotide sind 
Nucleinsauren, 10 bis 250 Easen ( vorzugsweise 15 bis 30 
Basen) lang, deren Basensequenz charakter is t isch fur einen 
spezifischen Mikroorganismus oder eine Gruppe von 
Mikroorganismen ist. Eine Kybridisierung an DNA bzw. eine 
Amplifikation von DNA bei Einsatz dieser keimspezif ischen 
Oligonukleotide (z.B. als Primer oder Sonden) mit den oben 
genannten Verfahren kann, unter geeigneten 

Reaktionsbedingungen, nur dann erfolgen, wenn die DNA der 
jeweils nachzuweisenden Mikroorganismen anwesend ist. 
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Prckarycntische Ribosomen beinhalten cirei distinkte 
NucIeinsSurekomponenten, welche allgemein als 5S, 16S und 23S 
rRNA (ribosomaie Ribonucleinsaure ) be kann t sind. Die 
genetische Information fur diese Ribonucie insauren ( r DN A ) ist 
im Genor. typischerweise in Form vcn Tandems angeordnet. Die 
Organisation einer solchen Einheit ist 16S-235-5S, wobei die 
drei Gene durch kurze hypervariable intergenische Regionen 
voneinander getrennt sind. Die Einheiten sind im Genom 
nehrfach vorhanden, wobei die Anzahl der sich wiederholenden 
Einheiten in verschiedenen Bakterien variieren kann. Die hohe 
Konservierung der DNA-Sequenz im Bereich der 163 rDNA, der 233 
rDNA und der SS rDNA uber das gesamte 3a kterienreich 
ermoglicht ein Design von nicht-spezifischen Oligonukleotiden 
auch ohne genaue Kenntnis der DNA-Sequenzen aer zu 
untersuchenden Mikroorganismen. Solche nicht-spezif ischen 
Oligonukleotide sind charakteristisch fur eine groftere, in der 
Regel phylogenetisch verwandte Gruppe von Mikroorganismen. 
Durch Einsatz dieser nicht-spezif ischen Oligonukleotide 
gelingt dem Fachmann , ■ z . B . nach entsprechenden Vorversuchen 
durch DNA-Amplifikation mitteis PCR, die Isolation von r DNA- 
Fragmenten, z.B. der 23S/5S intergenischen Region eines 
beliebigen Mi kroorganisntus . Durch DNA-Sequenzierung kann dann 
die Sequenz der hypervariablen intergenischen Regionen des 
betref f enden Mikroorganismus bestimmt werden. 

DNA-Sequenzierung der 23S/5S intergenischen Region einer 
mogiichst groften Anzahl nachzuweisender Bakterien (z.B von 
verschiedenen Pseudomonas-Spezies ) einerseits und 
nachf olgender Vergleich dieser DNA-Sequenzen andererseits 
erlauben das Auffinden von DNA-Bereichen , die in der 
untersuchten Gruppe (z.B. alle Pseudomonas-Spezies) nicht oder 
nur unwesentlich verandert ist. 
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DNA-Sequenzierung der 23S/5S inrergenischen Region 
ausgewahlter nicht-nachzuweisender Bakterien (z.B. 3akterien 
die nicht zur Gattung Pseudomonas gehdrer. ) einerseits und 
nachf oigender Vergieich dieser DNA-Sequer.zen mit der Sequenz 
der nachzuweisenden Bakterien (z.B. verschiedener Pseudomonas- 
Spezies) andererseits eriaubt das Auffincen von DNA-Sequenzen, 
die fur die nachzuweisenden Bakterien (z.B. alle Pseudomonas- 
Spezies) chara kterist isch sind. Aus dieser. DMA- Sequenz en 
kdnnen wiederum 01 igonukleot ide abgeleizetet werder., die als 
Primer und/oder Sonden in auf Nucleinsauren basierenden 
Verfahren einsetzbar sind, mit dem Ziel, die jeweilige Gruppe 
von Bakterien (z.B. alle Spezies der Gattung Pseudomonas) 
spezif isch nachzuweisen . 

Die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen DNA-Sequenzen 
zum Nachweis von Bakterien der Gattung Pseudomonas, 
insbesondere Bakterien der Spezies Pseudomonas aeruginosa, 
basieren auf der 23S/5S intergenischen Region und dem direkt 
angrenzenden Bereich der 23S r DNA . Die DNA-Sequenz in dieser 
Region wurde fur eine Vielzahl von Bakterien bestimmt . Nach 
exakten Sequenzvergieichen wurden keimspezif ische 
Nucleinsauresequenzen bestimrat, fur Primer und/oder Sonden fur 
einen Einsatz in einem Spezies-/Genus~spezif ischen 
Nachweisverf ahren benutzt werden kdnnen. 

Zum Nachweis der jeweiligen Gruppe von Mi kroorgani smen werden 
Nucleinsauren, vorzugsweise genomische DNA, zunachst aus den 
in einer zu unter suchenden Probe bzw. 3a kt er ienkul tur 
enthaitenen Zeilen freigesetzt. Mitteis Nucleinsaure- 
hybridisierung kann dann, und zwar unter Einsatz der 
erf indungsgemafren keimspez if ischen Oligonucleotide als Sonde, 
der direkte Nachweis von keimspezif ischen 

Nucleinsauresequenzen in der zu unter suchenden Probe erfolgen. 
Geeignet hierzu sind verschiedene dem Fachmann bekannte 
Verfahren, wie z.B. u Southern blot" oder ^ dot blot NV . 
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Bevorzug: ist jedoch, vor a Hem wegen der hone r en 
Emprindlichkeit , ein indirektes Nachweisverf ahren, bei dem die 
gesuchten DNA/RNA-Sequen zen zunachst ir.it teis der o.g. 
Verfahren zur Amplif ikat ion von Nucieir.sauren, vorzugsweise 
PCR, amplif iziert werden. 



Die Amplif ikation von 3NA/RNA unter Verwendung der genannten 
Verfahren kann unter Einsatz von keimsce z i f i schen 
Oiigonukieotiden als Primer erfcigen. Dace: werden nur in dem 
Fall spezifische Ampiifikare gebiidet, in aem DNA/RNA des 
nachzuweisenden Mi kroorgani smus anwesend ist . Durch erne 
nachgeschaltete Detekt ionsreakt ion unter Verwendung von 
keimspezifischen Oiigonukieotiden als £:;naen kann aie 
Spezifitat des Nachweisverf ahrer.s erhor:: werden. Fur diese 
nachgeschaltete Detekt ionsreakt ion ist eoenso die Verwendung 
von nicht-keimspezif ischen Oiigonukieotiden moglich. 

Alternativ kann die Nucleinsaure-Amplif ikation auch in 
Anwesenheit eines oder mehrerer nicht-spezif ischer 
Oligonukleotide durchgefiihrt werden, so da!3 moglicherweise 
auch DNA/RNA anderer, nicht -nachzuweisender Mi kroorganismen 
amplifiziert werden kann. Ein derartiges 

Amplif ikationsverfahren ist in der Regel weniger spezifisch 
und solite daher durch eine nachfoigende Detekt ionsrea kt ion 
mit einem oder mehreren keimspezifischen 01 igonukleot id ( en ) 
als Sonde (n) abgesichert werden. 

Dem Fachmann sind verschiedene Verfahren bekannt, mit denen 
die bei den indirekten Verfahren entstehenden 
Amplif ikationsprodukte nachgewiesen werden konnen. Dazu 
gehoren u.a. die Visualisierung mittels Geleiekt rophorese , die 
Hybridisierung von Sonden an imrnobil is i erte Rea ktionsprodukte 
[gekoppelt an Nylon- oder Nitrocellulose- Filter ("Southern 
blots") oder z.B. an "beads" oder Mi krotiterpiatten ] und die 
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Hybriaisierung der Rea kz ionsprodukt e an immobiiisierce Soncien 
(z.B. "reverse dot blocs" oder mit Sonder. gekoppelte "beads xv 
oder Mikroti terpiatten) . 

Es sind eine Vieizahi verschiedener Variar.cen beschrieben, mit 
denen keimspezif ische Oligonucleotide t z . '£ . Sonden und Primer) 
fur die beschriebenen direkten oder indirekten 

Nachweisverf ahren markier: bzw. nodifi::-:: werden konnen. So 
konnen diese beispiel s weise radioaktive, farbige, 
fluoreszieren.de oder anderv/eitig modi f i ~ i o r: e bzw. 
modif izierende Gruppen e.uhalten, beispie i sweise Antikorper, 
Antigene, Enzyme bzw. andere Substanzer. Affinitat zu 

Enzymen oder Enzymkomplexen . Sonden bzw. Primer konnen 
entweder na:iirlich vorkommende oder syn::;e:isch hergestellte 
doppelstrangige oder einzels t rangige DtJA :;:ier RHA sein bzw. 
modif izierte Formen von DNA oder RNA, wie z.B. PNA (bei diesen 
Molekulen sind die Zucker-Einheit en durch Aminosauren oder 
Peptide ausgetauscht ) . Einzelne oder mehrere Nukleotide der 
Sonden oder Primer konnen gegen analoge Bausteine (wie z.B, 
Nukleotide, die in der Ziel-Nucleinsaure nicht naturlich 
vorkommen) ersetzt sein. Bei den o.g. indirekten 
Nachweisverf ahren kann Detektion auch liber ein intern- 
markiertes Amplifikat gefuhrt werden. Dies kann z.B. uber den 
Einbau von modi f i zierr en (z.B. an Digoxigenin oder an 
Fluorescein gekoppeiten) Nukleosidtr iphc spha ten wahrend der 
Ampl if i kationsreaktion erf olgen . 

Geeignet als er f indungsgemaBe keimspezi f ische Oligonukleotide 
sind Nucleinsauren, vorzugsweise 10 bis 250 Basen und 
insbesondere 15 bis 30 Basen lang, die mindestens in einer 10 
Basen langen Sequenz mit den unten angegebenen Sequenzen 1 bis 
5 oder den hierzu komplementaren Sequenzen ubereins timmen . 
Geringere Abweichungen (1 bis 2 Basen) in dieser 10 Basen 
langen Sequenz sind moglich, ohne daft die jeweils angegebene 
Spezifitat bei der Ampl i fi kat ion und/oder Hybr idisierung 
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verioren gent . Dem Fachmann ist bekannt, daft im Falle solcher 
geringeren Abweichungen die Reakt ionsbedingungen entsprechend 

verandert werden mussen; vgl . beispi el sweise T . Maniatis, 

Molecular Cloning, Herausgeber G . Sambrook & E.F. Fritsch, 
Cold Spring Harbour Laboratory Press, 1989. 

Die Sequenz von Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145} im Bereich 
der 23S/5S intergenischen Region lautet: 

(Sequenz 1 = SEQ ID NO 1)) 

AT AAC AC CC AAACAATCTG AY GATTGTGTGTTGTAAGGTGAAGTCGACGAACCGAAAGTTCG 

CATGAACCGCAAACACCTTGAAATCACATACCTGAATCCGGATAGACGTAAGCCCAAGCGAA 
CGGATAT 

Aufierdem wurce die Sequenz im Bereich der 23S/5S- 
intergenischen Region fur 6 weitere St amine der Spezies 
Pseudomonas aeruginosa sowie fur mindestens je einen Stamm der 
folgenden Spezies bestimmt: Pseudomonas asplenii, Pseudomonas 
citronellosls , Pseudomonas corrugata r Pseudomonas fluorescens f 
Pseudomonas fragi, Pseudomonas mendocina , Pseudomonas 
pseudoalcaligenes , Pseudomonas putida t Pseudomonas stutzeri, 
Pseudomonas syringae. Die Sequenzvergl e i che ergaben, daft sich 
mehrere, von Sequenz 1 abgeleitete Oligonukleotide fur den 
selektiven Nachweis von Bakterien der Spezies Pseudomonas 
aeruginosa eignen. Geeignet fur solche keimspezif ischen 
Oligonukleotide ist die Sequenz der Region (12-131). 

Von Sequenz 1 wurden folgende, als Primer fur die PCR (Sequenz 
3 und 5) und als Sonde (Sequenz 4), besonders geeignete 
Oligonukleotide abgeleitet . 

Oligonukleotid Pal (Sequenz 2) entspricht Position 2823-2842 
eines 23S rRNA-Gens von Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 
[Toschka et al. (1987), Nucleic Acids. Res. 15, 7182]: 
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Oligonukleotid Pal: [Sequenz 2 = SEQ ID UO 2) 5'- 
GATAGGCTGGGTGTGTAAGC-3 ' 

Oligonukleotid Pa2: (Sequenz 3 = SEQ ID NO 3) 5'- 
CTTGGGCTTACGTCTATCCG-3 ' 

Oligonukleotid Pa3: (Sequenz 4 = SEQ ID NO 4} 5 ' -ITCAGGTATG 
TGATTTCAAG GTG- 3 ' 

Oligonukleotid Pa4: (Sequenz 5 = SEQ ID NO 5) 5'- 
GACGATTGTGTGT7GTAAGGTGA 



Beispiel 1: Nachweis von Bakterien der Spezies Pseudomonas 
aeruginosa rr.it der Pol ymer ase-Ket tenrea kz i on 

Aus Reinkulturen der in Tabelle I auf ge f uhr z en Bakterien wurde 
DNA mitteis Szandardve r f ahren isoliert. Je ca . 10 bis 100 ng 
dieser DNA-Praparationen v/urde dann in Gegenwart von je 0,4 pM 
Oligonukleotid Pal una Pa2 oder Pa4 una Pa2, 200 pM dNTP' s 
(Boehringer Mannheim), 4 mM MgCl 2 , 16 mM (NH 4 ) 2 S0 4 , 67 mM 
Tris/HCl (pH 8,8), 0,01 % Tween 20 und 0,03 U/ul Taq- 
Polymerase (Biomaster) in die PCR eingesetzt. Die PCR wurde in 
einem Perkin-Elmer 9600 (Pal und Pa2)/ Biometra TRIO- 
Thermoblock (Pa4 und Pa2) Thermocycler mit den nachfolgend 
aufgefuhrten The rmoprof i len durchgef uhrt : 



a) Amplification mit Oligonukleotid Pal 


ur 


id Pa2 






~ initiale Denaturierung 


9 5 


°C 




min 


- 1. Amplif ikation (15 Zyklen) 


94 


°C 


35 


sek 




68 


°C 


30 


sek 




72 


°C 


30 


sek 


- 2. Amplif ikation (20 Zyklen) 


94 


°C 


35 


sek 




64 




30 


sek 




72 




30 


sek 
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:inale Synthase 



5 min 



b) Ampiif ikation mit 01 igonukleot id Pa4 und Pa2 



initials Lena turie rung 



o mm 



Amplif ikation (35 Zyklen) 



9 5 °C 
62 ° C 
72 °C 



30 sek 
30 sek 
20 sek 



- finale Synthese 



'2 



min 



Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die 
Ampiif ikationsprodukte mittels Aga rose-Gele le kt rophorese 
aufgetrennt und durch Anfarbung mit Ethidiumbromid 
visualisiert . Die erwarteten Produkte von 191 bp /102 bp Lange 
wurden nur in den Fallen beobachtetet , in denen DNA von 
Stammen der Spezies Pseudomonas aeruginosa anwesend war 
(vergleiche Tabelle 1), nicht aber bei Anwesenheit von DNA der 
anderen getesteten Bakterien. Nach Beendigung des Laufes wurde 
die in den Gelen enthaltene DNA mittels S tandard-Methoden auf 
Nylon-Filter transferiert und zur Uberpriifung der Spezifitat 
mit dem am 5'-Ende biot inylierten Oiigonu kleot id Pa3 (Sequenz 
4) hybridisiert . Die Hybridisierung erfolgte in 5 x SSC , 2 % 
Blocking Reagenz, 0,1 % Laurylsarcosin, 0,02 % SDS und 5 
pmol/mi Sonde fur 4 h bei 48°C. Gewaschen wurde in 2 x SSC, 
0,1 % SDS fur 2x5 min bei Raumtemperatur und in 2 x SSC, 0,1 
% SDS fur 1 x 15 min bei 48°C. Die Detektion erfolgte nach 
Standard-Methoden mittels Alkalischer Phosphatase-Kon jugate 
(Extravidin, Fa SIGMA, # E-2636) in Anwesenheit von 5-Bromo-4- 
chloro-3-indolylphosphat unci 4 -Nitro-Biue Tet razoliumchlorid 
(Fa. Boehringer Mannheim). 
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Auf den Eilcern wurde nur ir. den Fallen eine Bands beobachtet, 
in denen zuvor auch eine Bande auf dem Agarose-Gel sichtbar 
war (siehe Tabelle 1) . Somit wurde mitt els PCR und mittels 
Hybridisierung die Anwesenheit samtiicner der 86 getesteten 
Pseudomonas aeruginosa-Szarvjne nachgewiesen. Hingegen wurde 
keiner der getesteten nicht zu dieser Spezies gehorenden 
Bakter iensrarrme mit diesem System errant. 



Tabelle 1: Resuitate der PCR-Ampl i f i ka t ion nit den 

Oligonukleotiden Pal/Pa2 ( SEQ ID NO 2 una SEQ ID NO 3) und 
Pa4/Pa2 (SEQ ID NO 5 und SEQ ID NO 3; und nachf olgender 
Hybridisierung mit dem Oli conukieot id Pa3 (SEQ ID NO 4). 



Spezies 


Stammbezeichnung 


Pal/Pa2 


Pa4/Pa2 


Pseudomona s aerua inosa 


ATCC 9027 




4- 


Pseudomonas aeruainosa 


ATCC 10145 


+ 


+ 


Pseudomonas aerupinosa 


ATCC 14886 


+ 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 15522 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


ATCC 15691 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 15692 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 21472 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


ATCC 2177 6 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33350 


4- 


4- 


Pseudomonas aeruainosa 


ATCC 33361 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33818 




+ 


Pseudomonas aeruainosa 


ATCC 33988 


4- 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


LMG 8 02 9 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


DSM 288 




4- 


Pseudomonas aeruainosa 


DSM 939 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 1117 


4- 


4- 


Pseudomonas aeruainosa 


DSM 1253 


4- 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 1299 


+ 


4- 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 682 


4- 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 4283 


-f 


4- 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 4 880 


4- 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4937 


+ 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4938 


4- 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5258 




4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5594 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 5595 


+ 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5596 


4- 


4- 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 5597 


4- 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5598 


4- 


+ 


Pseudomona s aerupinosa 


BC 5599 






Pseudomona s aerupinosa 


BC 5600 


4- 


+ 


Pseudomona s aeruainosa 


3C 5601 


-f 


+ 
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Pseudomonas aeruainosa 


BC 5602 


U 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 5603 


U 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5604 


+ 




Pseudoiuonas aeruainosa 


BC 5606 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 5607 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 5917 


j + 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 591S 


1 + 


+ 


Pseudomona s aeruainosa 


BC 5919 


1 + 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5920 i + 


+ 


Pseudomona s aeruginosa 


BC 5921 


i _j. 


4- 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 5922 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5923 


! -+* 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5924 


1 4- 


+ 


Pseudomona s aeruainosa 


BC 5925 




+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 5926 


11 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 5927 




+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 5928 


i + 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5929 


i 

1 + 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5930 




4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5932 


i _ 


+ 


Pseudomona s aeruainosa 


BC 5933 


\ 4- 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5934 


1 -f 


4- 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 704 6 


-f 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 7047 


4. 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7 04 8 


4 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7049 


4 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7050 


4- 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7051 


4. 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7052 


4- 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7053 


4. 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7054 


4- 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7055 


4- 




Pseudomonas aeruainosa 


BC 7056 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruainosa 


BC 7057 




4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7058 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7059 


4- 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7060 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7061 


4- 


4- 


Pseudomonas aeruainosa 


3C 7 0 62 




4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7063 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7064 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7065 


-r 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7066 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7067 




4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7068 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7069 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7070 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7071 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7072 


■f 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7073 


+ 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7474 


n.d. 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7475 


n.d . 




Pseudomonas aeruainosa 


BC 8468 


n.d. 


+ 


Pseudomonas ae ruginosa \ 


BC 8493 


n.d. 


4- 
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Pseudomonas a lea 1 icrenes 


DSM 50342 i - 




Pseudomona s a soienii 


DSM 502 5 4 |- 




Pseudomonas ceoacla 


BC 3134 






Pseudomonas chlororaohis 


BC 1753 






Pseudomonas citroneilosls 


DSM 50332 






Pseudomonas corrugata 


DSM 7228 






Pseudomonas fluorescens 


BC 950 


n .6 . 




Pseudomonas fluorescens \ BC 4882 






Pseudomonas fluorescens | BC 2 4 39 i- 






DSM 3456 |- 






BC 1105 |n.d. 




ir cr u ; U'Jn ^ 1 i & 0 J/i c. 1 1 H (J C- X / i ci 


DSM 50017 |~ 


k A 


rDcljUUiUUJia D L>> JL tr C* V CJ X a ; i 0 


DSM 1045 |- 


Pseudomonas oickettii 


BC 3323 |- 




Pseudomonas 
pseudoa lea 11 genes 


DSM 50183 






Pseudomonas nutida 


BC 4 941 






Pseudomonas out Ida 


DSM 2 91 |- 




Pseudomonas outida 


DSM 548 






Pseudomona s loutida 


DSM 54 9 


n.d. 




Pseudomona s put Ida 
(ova lis) 


ATCC 950 






Pseudomonas stutzerl 


BC 4940 






Pseudomona s syrinqae 


DSM 10604 






Citrobacter amalonaticus 


DSM 4593 




n.d. 


Enterobacter aeropenes 


DSM 30053 




n.d. 


Escherichia coli 


ATCC 8739 




n.d. 


Escherichia hermanii 


DSM 4560 




n.d. 


Klebsiella pneumoniae 


BC 5362 




n.d. 


Klebsiella terriqena 


BC 4700 




n.d. 


Proteus vulgaris 


DSM 2024 




n.d. 


Providencia stuartii 


BC 5950 




n.d. 


Salmonella Ana turn 


BC 2284 




n.d. 



BC: BioteCon-Stammsammlung, n.d.: nichr aurchqe f uhr t . 
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Patentanspriiche 

1. Nucleinsauremolekul, dadurch gewinnbar, daft man von 
mehreren Stammen ausgeht, die einerseits einer nachzuweisenden 
Gruppe von Bakterien aes Genus Pseudomonas una andererseits 
nicht -nachzuweisenden Bakterien angehoren , 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem otamm der genannten 
Bakterien (erster Stamm} genomische DMA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 2 3S / 5S -int ergenis che Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-5ereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert 
und das Ampli f i kat ionsprodukt gewinnt (erstes 

Ampiif ikat lonsprodukt ) , 

(c) mit einem zweiten, dritten, und/oder nten Stamm der 

genannten Bakterien jeweils gemali Stufen (a) und (b) 
genomische DNA isoliert, die 23S/5S- intergenische Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert 
und das Ampli fi kat ionsprodukt gewinnt (zweites, drittes, 
ntes Ampiif i kat ionsprodukt ) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz ' von gemaft (b) 
und (c) gewonnenen Ampiif i kat ionsprodukt en bestimmt und die 
DNA-Sequenz des Ampli fi kat ionsprodu ktes gemafi (b) mit der 
DNA-Sequenz eines oder mehrerer Ampli fi kat ionsprodukte 
gemaft (c) vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul in an 
sich bekannter Weise gewinnt, mit (lessen Hilfe sich die 
nachzuweisende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas 
von nicht-nachzuwei-senden Bakterien anhand von 
Unterschieden an mindestens einer Nukleot idpos ition im 
Sequenzbereich des Nucleinsauremolekuls unterscheiden lafit . 

2. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1, dadurch gewinnbar, dali 
man von Stammen ausgeht, die einerseits nachzuweisenden 
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Baknerien des Genus Pseudomonas una ande r ~ rsei ts nicht 
nachzuweisenden Bakterien eines anderen Genus (anderer Genera) 
a Is Pseudomonas angehoren. 

2, Nucleinsauremolekui, dadurch gewinnba:, daft man von 
mehreren Stammer, ausgeht, die einer nach:uv/eisenden and einer 
nichr-nachzuweisenden Gruppe von Bakterien des Genus 
Pseudomonas angehoren, 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Pseudcmonas-Stamm 
dieser Gruppen (erster Stamm) genorrii s ~he DNA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S- ir.tergenische Region 
gegebenenf ails mit dem direkt: angrenzenden 23S~Bereich 
und/oder dem direkt angrer.zenden 5S-Bereich ampl i f i z ier t 
una das Ampiif ikationsproduk: gewinni erstes 

Ampii f i kat ionsprodukt ) , 

(c) mit einem zweiten, dritten, und/oder nten Pseudomonas- 

Stamm dieser Gruppen jeweils gemaft Stufen (a) und (b) 
genomische DNA isoliert, die 23S/5S- inte rgenische Region 
mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich und/oder dem direkt 
angrenzenden 5S-Bereich ampl if iziert und das 

Ampiif ikat ionsprodukt gewinnt (zweites, drittes, 
ntes Ampiif i kat ionsprodukt } , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaft (b) 
und (c) gewonnenen Ampiif ikat ionsprodukten bestimmt und die 
DNA-Sequenz des Ampiif i kat ionsprodukues gemaft (b) mit der 
DNA-Sequenz eines oder mehrerer Ampli f i kat ionsprodukte 
gemaft (c) vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul in an 
sich bekannter Weise gewinnt, mit dessen Hilfe sich die 
nachzuweisende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas 
von der nicht-nach-zuweisenden Gruppe von Bakterien des 
Genus Pseudomonas anhand von Unter schieden an mindestens 
einer Nukl eot idposi tion im Sequenzber ei ch des 
Nucleinsauremolekuls unter sche iden iaftt . 
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4. Nucieinsauremolekul nach Anspruch 1 oder 3, ciadurch 
gewinnbar, dali man von Stammen ausgeh-:, die einer 
nachzuweisenden Gruppe von Bakterien der Species Pseudomonas 
aeruginosa und einer nicht-nachzuweisenden Gruppe von 
Bakterien anderer Species angehoren. 

5. Nucieinsauremolekul insbe sondere nach einem der 
vorhergehenden AnsprQche der SEQ ID NO 1 oder der hierzu 
kompiementaren Sequenz . 

6. NucleinsauremoIekQl mit gegenuber einem Nucieinsauremolekul 
gemaft Anspruch 5 verkurzter Sequenz, und zwar der Sequenz des 
Bereiches oder im Bereich der Nukleot idpos it icnen 12 bis 131. 

7. Nucieinsauremolekul mit gegenuber einem Nucieinsauremolekul 
gemaB Anspruch 5 verkurzter Sequenz, namlich 

(i) der SEQ ID NO 3 oder 

(ii) der SEQ ID NO 4 oder 

(iii) der SEQ ID NO 5 oder 

(iv) der zu (i), (ii) und (iii) jeweils kompiementaren 
Sequenz . 

8. Nucieinsauremolekul der SEQ ID NO 2 oder der hierzu 
kompiementaren Sequenz . 

9. Nucieinsauremolekul, dadurch g-ekGimzelchnet , daft es 
hinsichtlich seiner Sequenz bei mindestens 10 

auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner Nu kleot idkette 

(i) mit einem Nucieinsauremolekul gemaB einem der 
vorhergehenden AnsprQche identisch ist oder 

(ii) in 9 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden mit einem 
Nucieinsauremolekul gemafi einem der vorhergehenden 
Anspruche ubereins t immt oder 

(iii) in 8 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden mit einem 
Nucieinsauremolekul gemaft einem der vorhergehenden 
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Anspr'jche iibere inst immt oder 
(iv) zu mindestens 90 % mit einem Nucleinsauremolekul gemaft 
einem der vorhergehenden Anspriiche h onto log ist. 

1C. Nucleinsaurerr.olekiil nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daft es 10 bis 250 una v:r:uasweise 15 bis 30 
Nucleotide lang ist. 



11. Nucleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, daciurch g-ekennz&±chne:t , daft es einzels t rangig oder 
doppe ist rangig vorliegt. 



12. Nucleinsauremolekul nach einem der vorheraehenden 
Anspruche, dadurch grekennz&lchnet r daft es 

(i) ais DNA oder 

(ii) ais (i) entsprechende RNA oder 

(iii) ais PNA vorliegt, 

wobei das Nucleinsauremolekul gegebenenf alls in einer fur 
analytische Nachweis ver f ahren , insbesor.dere auf Basis von 
Hybridisierung und/oder Ampli f i z ierung , an sich bekannten 
Weise modi f i zier t ist. 



13. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet , daft das Nucleinsauremolekul dadurch 
modifizier:: ist, daft bis zu 20 % der Nucleotide von irindestens 
10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden seiner Nu kleot idkette , 
insbesondere 1 oder 2 Nukleotide, durch fur Sonden und/oder 
Primer an sich bekannte analoge Bausteine ersetzt sind, 
insbesondere durch Nukleotide, die bei Bakterien nicht 
natiirlich vorkommen. 



14, Nucleinsauremolekul nach Anspruch 12 oder 13, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Nucleinsauremolekul dadurch oder 
zusatzlich dadurch modi f i ziert bzw. markiert ist, daft es in 
einer fur analytische Nachweis ve rf ahren an sich bekannten 
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Weise eine oder mehrere radioaktive Gruppen, farbige Gruppe n, 
f luoreszierende Gruppen, Gruppen zur Immobil i s ie rung an fester 
Phase und/oder Gruppen fur erne indirekte oder direkte 
Reaktion, insbesondere eine enzymatische Reaktion, 
insbesondere mit Hilfe von Ant i korperr., Antigenen, Enzymen 
und/oder Subs t an z en mit Affinitat zu En zvmen oder 
Enzymkomplexen, und/oder anderweitig mccii f i zierende oder 
modif izierte Gruppen nucle insaureahni i chen Aufbaus aufweist. 

15. Ein oder mehrere Nucle insau remole ku ie gemaft einem der 
vorhergehenden Anspruche in Gegenwar: fakultativer Hilfsstoffe 
und in Form eines Kits fur analytische Nachwe i sver f ahren, 
insbesondere zum Nachweis von Bakterien der Gattung 
Pseudomonas . 

16. Verwendung ein oder mehrerer Nucieinsauremolekule gemaft 
einem der Anspruche 1 bis 14 oder in Form eines Kits gemaft 
Anspruch 15 zum Nachweis der An- oder Abwesenheit von 
Bakterien, welche einer Gruppe von Bakterien der Gattung 
Pseudomonas angehdren . 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch ge kennzer chnet , daft 
die Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas verschiedene 
St amine von Pseudomonas aeruginosa umfaftt oder durch diese 
Stamme gebildet wird. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daft 
es sich ber der Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas 
ausschlieftlich urn Pseudomonas aeruginosa-Starmxe handelt. 

19. Verwendung nach einem der Anspruche 16 bis 18, dadurch 
gekennzelchnet, daft man eine Nucleinsaur ehybr idis ierung 
und/oder eine Nucleinsaureamplif ikation durchftihrt. 

20. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch greJterLnzei chnet, daft 
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man eine Polymerase-Kettenreaktion ais 
Nucleinsaureamplif ikation durchf uhrt . 

21. Verwendung. nach einem dei Anspruche 16 bis 20, dadurch 
gekezinzelchnet, daft man den Nachweis ciadurch durchf uhrt, daft 
man die nachzuweisenden Bakterien von r.icht-nachzuweisenden 
Bakterien anhand von Unterschieden der aencnischen DNA 
und/oder RNA an mindestens einer Nukie o: i dpos i t ion im Bereich 
eines Nucleinsauremole kui s gemaft einem aer Anspruche 1 bis 14 
unterscheidet . 

22. Verwendung nach Anspruch 21, dadurc:: gekennzelchnet, daft 
man anhand von Unterschieden im Bereich eines 
Nucleinsauremoiekuls gemaft Anspruch 5 ur. ier scheidet . 



